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3/7/95: پذیرش مقاله10/6/95: دریافت مقاله
باشد که از نظـر  غیرتیفوئیدي میسیترین عوامل مسبب سالمونلوزاز مهمیکیسیدیتیانترپیسروتاکایسالمونلا انتر: مقدمه

 ـهـاي و ژنییهدف از مطالعه حاضر شناسـا . دارديدیفوئینسبت به تب تيشدت کمترینیبال ونلا هـاي سـالم  در سـویه رولانسی
.باشدمیMultiplex-PCRوشبه رییهاي غذاجدا شده از نمونهسیدیتیانتر
روش . نمونه غیرتکراري غذایی انجام گردیـد 1250بر روي 1393سالمقطعی در -این مطالعه توصیفی: هامواد و روشPCR

.دانجام شagfAوinvA،ttrC ،mgtC ،spi4Dيهامنظور شناسایی ژنچندگانه به
تخـم مـرغ  از سویه 23و %) 6/61(سویه از گوشت مرغ 37سویه سالمونلا انتریتیدیس به ترتیب 60در مجموع تعداد : هایافته

.باشدمی% 3/1و % 6/51و برابر spi4Dو mgtCهايبیشترین و کمترین فراوانی متعلق به ژن. بدست آمد%) 4/38(
هـاي غـذایی بـه دلیـل فراوانـی      در سالمونلا انتریتیـدیس جـدا شـده در نمونـه    هاي حدتبررسی ژن: گیريبحث و نتیجه

هاي ها در بین نمونهاي این ژنرزیابی انتقال بین گونهاهاي اپیدمیولوژي و در بررسیM-PCRهاي ویرولانس و کارایی روش شاخص
.تواند مفید باشدمختلف می
هاي حدت، غذایی، ژنسالمونلا انتریتیدیس، مواد : هاي کلیديواژهMultiplex PCR.

چکیده
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مقدمه
جـنس سـالمونلا یکـی از عوامـل مهـم در      هايارگانیسم

-Food(ییغذامواد قیعفونی منتقله از طرهايبیماريایجاد 

Borne Pathogens (شـود  مـی محسـوب  ایدر سراسر دن)1 .(
تخم مرغ و گوشت مـرغ  لیاز قبیوانیحمنشاءبا ییمواد غذا

نـد یآیم ـحساببهرشد سالمونلاها يبرایمناسبمنابع و گاو 
،یکوتـاه، گـرم منف ـ  هايباسیلبه شکل هاارگانیسمنیا). 2(

به جز سـالمونلا  (ی رامونیفلاژل پيکپسول و اسپور، دارافاقد 
ياری ـاختهوازيبیمتحرك و ،)و سالمونلا پولورومنارومیگال
بـر  تـوان مـی را جـنس نی ـاعضاي ایکلطوربه). 3(باشد می

بیوشـیمیایی و  هـاي واکنشنوع میزبان، ولوژي،اساس اپیدمی
نی ـنمود و بـر ا يطبقه بندViو O ،Hهايژنساختار آنتی 

و سییسـالمونلا کلراسـو  ،یف ـیاساس به سه گونه سالمونلا ت
يبـرا هـا سروتیپیکه تمامشوندیممیتقسکایسالمونلا انتر

سالمونلا انتریکا سـرووار تیفـی   اما، شندبامیزا يماریانسان ب
تـرین مهـم موریوم و سالمونلا انتریکا سرووار انتریتیـدیس از  

انسان و حیـوان در جهـان بـه    برايعوامل مسمومیت غذایی 
ترینمتداولو ترینشایعگاستروانتریت ). 4،5(روندمیشمار 

عفونت سالمونلایی است که توسـط ایـن دو سـروتیپ ایجـاد     
و اسهال همـراه  یشکمايماهیچهيدردهاتب،و با ددگرمی

ــماز ). 6(اســت ــرینمه ــات ــاریبيفاکتوره ســالمونلا ییزایم
در درون ماکروفاژهـا  هـا آنری ـبه زنده مانـدن و تکث توانمی

در ) III)T3SSپی ـتیترشـح ستمیسن،یهمچن. اشاره کرد
Effector(افکتـور  هـاي پـروتئین انتقال  Proteins (  بـه درون

ایــن دو ن،یهمچنــ). 7(توزول ســلول هــدف نقــش داردیســ
جملــه از . باشــندمــیســروتیپ حــاوي پلاســمیدهاي حــدت 

و invE/A،ttrC،mgtC،spi4Dبهتوانمیرولانسیوهايژن
agfA  ــنس ســالمونلا ــاره کــرد در ج ــن ). 8(اش هــاژنای

سیستم ایمنـی، که در مقابله بانمایندمیرا کد هاییپروتئین
یک ـیعنصر ژنت). 9(مرگ داخل سلول نقش دارندوکمپلمان

فـا یايدو بـاکتر نیدر پاتوژنز ایکه نقش اساسيگریدمهم 
باشـد  یم ـSPIsبه نام سالمونلاهاتهیسیپاتوژنریکنند جزایم

SPI-Iنیهمچن ـ. به مخاط روده استهیتهاجم اولواسطهکه 

سـبب حفاظـت   phoP/phoQنـام  بـه ین ـیبا کد کردن پروتئ
هـاي واکـنش در لی ـدخیتیفاگوس ـيهـا نیاز دفنسيباکتر

يبـه بقـا  نیشـود، بنـابرا  یم ـژنیوابسته به اکس ـریکشتار غ
هـاي ژنهر کدام از ). 10(کندیدر ماکروفاژ کمک ميباکتر
SPI1 وSPI2ســتمیجداگانــه ســبب کــد شــدن سطــوربــه

و ســاختارظــرنشــوند کــه از یمــ)T3SS(3پیــتیترشــح
هـا پـروتئین عملکرد با هم متفاوت بوده و سبب انتقال افکتور 

نیهمچن ـ). 11(شـوند  مـی زبـان یسلول متوزولیبه درون س
SPI3کـم  طیدرون ماکروفاژ و رشد در شـرا ءبقايبراMg2+

با کد کردن mgtCژن.استيضرورکیستمیدر طول فاز س
+Mg2کم طیدر شراسمیارگانءدر بقاMgtCبه نام پروتئینی

میتنظ ـلازم است و ممکـن اسـت در   يدرون ماکروفاژءو بقا
+Na+/Kغشا با فعال کردن پمـپ  لیپتانس ATPase  دخالـت
نقشنیو ترشح توکسيدرون ماکروفاژءبقايبراSPI4. کند
و بز، التهـا با پروسه انتروپـاتوژن زینSPI1 ،SPI5مشابه . دارد

يهاواردر اکثـر سـرو  ). 12،13(مـرتبط اسـت  کلرایـد ترشح 
بـا انـدازه   Vدیبه نام پلاسـم رولانسیويدیپلاسم،سالمونلا

وجـود دارد کـه از خـانواده    سـرووار مختلف و وابسته به نـوع  
Incompatibility Group IncFIIیتمـــام . هســـتندV

که پنج دارند kb8حفاظت شده اریبسهیناحکیدهایپلاسم
spvRABCD)Salmonella Plasmidهايناممختلف به ژن 

Virulence (ءو بقـا عیمسـئول رشـد سـر   وکنند یرا حمل م
هسـتند کیسـتم یعفونـت س جادیايبرازبانیسالمونلا در م

بـا  ارینقش بس ـریجزانیمستقر در ارولانسیوهايژن). 14(
و در دارنـد هـا بـاکتري نی ـز اایناش ـهايعفونتدر یتیاهم

هـا  از ژنیگروه ـمـثلاً . کننـد مـی تهاجم سالمونلاها شرکت 
وجود دارند که در ورود سـالمونلا  A/B/C/Dinvعنوان تحت 

هـم از  ،ری ـجزانی ـا. کنندمیفاینقش ااپیتلیالهايسلولبه 
متفـاوت بـه نظـر    اریبسیژنينظر اندازه و هم از نظر محتوا

ــ ــندیم ــال ورس ــايژندر انتق ــوه ــای يرولانس و فاکتوره
ــاومت ــدر میمق ــهانی ــايگون ــالمونلا اهم ه ــنس س ــج تی
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مطالعـه  ایـن  لـذا هـدف از انجـام    ). 15(دارنـد ايالعـاده فوق
در agfAوinvA،ttrC،mgtC،spi4Dيهــاژنییشناســا

هـاي نمونـه بدست آمـده از  سیدیتینتریسالمونلا اهايسویه
.باشدمیMultiplex-PCRبا روش ییمختلف غذا

هامواد و روش
يباکترونیزولاسیا

يکـه از ابتـدا تـا انتهـا    یمقطع-یفیمطالعه توصنیادر
مختلـف  یینمونـه غـذا  1250انجام شد، تعـداد  1393سال 

از (و شامل تخم مرغ و گوشـت مـرغ   یتصادفکاملاًصورتبه
تهران جمـع آوري  از مناطق مختلف شهر ) عدد625هر نوع 

شـگاه یبـه آزما لیتراس ـطیدر شراهانمونهیسپس تمام. شد
منتقـل  رجانیواحد سیدانشگاه آزاد اسلامیشناسکروبیم

تحت مطالعه هاينمونهسالمونلا از يجداسازمنظوربه. شدند
توســط نیش ـیاز دسـتورالعمل اسـتفاده شــده در مطالعـات پ   

خلاصـه پـس از   طوربه).16(همکاران استفاده شدو نصرتی
طیمـرغ و انتقـال بـه مح ـ   وشتگرم از گ25کردن زیهموژنا

) TSYEB(عصـاره مخمـر   % 6يحـاو بـراث  يسـو کیپتیتر
بـه  طیمح ـنی ـو ادهیرسانتریلیلیم225را به طیحجم مح

انکوبـه وسیدرجـه سلس ـ 37يشبانه روز در دمـا کیمدت
یل ـیم10به مذکور راطیاز محتریلیلیمکیسپس . گردید

) شـرکت مـرك، کشـور آلمـان    ساخت (براث وناتیتتراتتریل
پس از ن،یهمچن. بالا انکوبه شدندطیکرده و طبق شراحیتلق

ماننـد  % 70اتـانول  پوسته تخم مرغ با اسـتفاده از  يشستشو
ــدام شــد  ــالا اق ــد. مراحــل ب ــ5منظــور حــدود نیب 10یال

طیمح ـيبـر رو نمونه را يحاوTSYEBطیاز محتریکرولیم
XLD بــا اســتفاده از افتــهیرشــد هــايکلنــیکشــت داده و
یکیولـوژ یکروبیو مییایمیوشیباستانداردروزمره و هايتست

تأییــدMRVPآگـار و  تراتیس ـمونی، اوره، س ـTSIازجملـه 
ــدیگرد ــروتا . دن ــون س ــرانگیپیآزم ــودن  يب ــخص نم مش
بـا  ) Vi(یپسـول و ک) H(فلاژلـه  ، )O(کیسوماتهايژنیآنت

بـه روش  مونـو والان والان و یپل ـهـاي سـرم یاستفاده از آنت
ــانجــام گرديدیاســلاونیناســیآگلوت رفــرانس هیاز ســو. دی

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis

ATCC .دیکنترل مثبت استفاده گردعنوانبه13076
انهچند گمرازیپلايهریزنجواکنش

invA،ttrC،mgtC،spi4Dيهــاژنریــتکثمنظــوربــه

يشبانه روز بـر رو کیبه مدت هاجدایهیابتدا تمامagfAو
کشت ) لمانآمرك، ()TSB(کیس سوي براثتریپتی طیمح

طبـق دسـتورالعمل   یژنـوم DNAسپس، استخراج . داده شد
AccuPrep Genomicاز شرکت سازنده و با اسـتفاده  DNA

Extraction Kit)Bioneerتأییـد جهـت  . دی ـانجام گرد) ، کره
وفتـومتر یبشـده از دسـتگاه   اسـتخراج  DNAدرجه خلـوص  

)Bio-Rad, USA ( وnm280/260ODــتفاده گرد ــاسـ . دیـ
سـالمونلا  هايسویهدر رولانسیويفاکتورهایابیردمنظوربه

وشفاده از ربا اسـت ییغذاهاينمونهجدا شده از سیدیتیانتر
M-PCR يمرهایپرايدیگونوکلئوتیالیاختصاصهايتوالیاز

واکـنش  ت،ی ـدر نها). 17(استفاده شـد 1موجود در جدول 
M-PCRتـر یکرولیم2/6شامل تریکرولیم25ییبه حجم نها

PCR master mix 5X)يحاو) رانیاناکلون،یسTaq DNA

polymerase)U/µl05/0(،MgCl2)mM3(وdNTPs

)mM4/0(،7/0بـه غلظـت   مرهـا یاز پراکیاز هر تریکرولیم
) گـرم نانو 10(الگو DNAاز تریکرولیم7/0کرومولار،یم8/0
انـت یبا اسـتفاده از گراد لیاسترزهیونیآب دتریکرولیم6/4و 

ری ـزصـورت بهکلیس32يبرا) اپندورف، آلمان(کلریترموسا
وسیدرجه سلس95يدر دمایله واسرشتگمرح.انجام گرفت
درجــه 60در مرهــایمرحلــه اتصــال پراقــه،یدق1بــه مــدت 

72در يسـاز لی ـو مرحلـه طو قـه یدق1مدت به وسیسلس
ان،ی ـدر پا. انجـام گرفـت  هیثان120به مدت وسیدرجه سلس

ومیدی ـاتيحـاو % 1آگارز در ژل M-PCRمحصولات واکنش 
سـالمونلا  داستاندارهیسوبا سهیدر مقا) µg/ml5/0(دیبروما
ATCCسیدی ـتیسـرووار انتر کایگروه انترریزکایانتر 13076

.دیالکتروفورز گرد
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نیبه کار رفته در ايمرهایپرايدیگونوکلئوتیالیتوال. 1جدول
مطالعه

طول قطعه 
مورد نظر 

)bp(

قطعه )35(یمرتوالی پرا
ژنی مورد 

نظر

500F=5 -́
GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC-3ʹ
R =́5-CCAAACYACTASGTTATCT-

3ʹ

InvE/A

920F=5 -́GATGGTGTTTGGTCGCATA-
3ʹ

R=5 -́CGAATGCGCAGCACCAG-3ʹ

ttrC

655F=5 -́AAAATCTGGGTACGCAAACG-
3ʹ

R=5 -́ACATTATCCGCTGGAACAGG-
3ʹ

mgtC

1269F=5 -́TCGACACACCTTGGTCTGAA-
3ʹ

R=5 -́AACTTCCAACTTTGCCATGC-
3ʹ

Spi4D

261F=5 -́TACAAGGGATTCGGCATCG-
3ʹ

R=5 -́TAATGGCCTGTTCCCATGTG-
3ʹ

agfA

هایافته
هـاي نمونـه نتایج مطالعه حاضر نشان داد که از مجمـوع  

سـویه  37سالمونلا انتریتیدیس سویه60تحت مطالعه تعداد 
%) 4/38(تخـم مـرغ   از سـویه  23و %)6/61(از گوشت مـرغ  

سـرمی بـا اسـتفاده از    هايگروهطالعه همچنین م. بدست آمد
آنتی سرم سالمونلاي تهیه شده از شرکت بهار افشـان نشـان   

جدایه سالمونلاي بدست آمـده متعلـق بـه    60داد که تمامی 
هـاي یافتـه . بودنـد انتریتیـدیس سالمونلایا1Dسرمیگروه

ویـرولانس  هـاي ژنحاصل از مطالعه مولکولی براي شناسایی 
spi4Dحامـل ژن  %) 33/3(ایزولـه  2نهـا  مشخص نمود که ت

این نتایج نشان داد کـه بیشـترین و کمتـرین فراوانـی     .بودند
و%) mgtC)6/51ویــرولانس متعلــق بــه ژن هــايژنتوزیــع 
spi4D)3/3 (%هـاي ژننتـایج مربـوط بـه فراوانـی     . باشدمی

الکتروفـورز ازحاصـل هـاي یافتهو 1تحت مطالعه در جدول 
.استنشان داده شده1تصویردرM-PCRمحصولات
سویه سالمونلا 60حدت درعواملدرصدوتعداد. 2جدول 

انتریتیدیس تحت بررسی

از يتعداديبر روچند گانه PCRشیآزماجهینت. 1ریتصو
کنتـرل  :+C، )رانیاناژن،یس(bp100مارکر M:DNA. هاسویه

کنترل منفی : -13076ATCC( ،Cیتیدیسسالمونلا انتر(مثبت 
ATCCیکلایشیاشر( 25922(

بحث و نتیجه گیري 
عفونی اسـت کـه   هايبیماريترینمهمسالمونلوز یکی از 

هاي مختلف حیوانات د و در انسان و گونهگسترش جهانی دار
سراسـر دنیـا،   در هرسـاله . گـردد به اشکال مختلفی ظاهر می

اي همـراه بـا اسـهال ناشـی از     رودهبیلیون مورد عفونـت 3/1
میلیون مرگ شـده  3سالمونلاهاي غیرتیفوئیدي که منجر به 

مورد تب تیفوئیدي کـه نزدیـک بـه    ونیلیم6/16است و نیز 
در ). 18(شودهزار کشته را به همراه داشته گزارش می600

ویـرولانس  هايژنبیشترین و کمترین فراوانی حاضرمطالعه 
بـه  spi4Dو mgtCتحت مطالعه بـه ترتیـب متعلـق بـه ژن     

همچنـین، میـزان  . باشـد مـی % 3/3و % 6/51بـا  برابر ترتیب
شـده گـزارش % 3/48و% 35ترتیببهttrCوinvAفراوانی

. )19(باشـد مـی متفاوت محققینسایرنتایجباآنمیزانکه
نمونه مواد غذایی در برابـر  نوعازناشیدتوانمیامراینعلت

در ) 20(ي و همکـاران  سـو مات.باشدآنمنبعوهانمونهسایر 
انجام دادند عنوان کردنـد  هاموشژاپن با تحقیقی که بر روي 

هـاي ژنسیستمیک سالمونلا تیفی موریوم هايعفونته در ک
مســئول ویــرولانس یــا پلاســمید ویــرولانس باعــث تکثیــر و 

انـــدوتلیال و لـــوودر سیســـتم رتیکهـــابـــاکتريافـــزایش 
باعـث  ttrCهـاي ژنحـذف  . گـردد مـی ماکروفاژهاي حیـوان  

تحت بررسیفاکتورهاي ویرولانس(%) فراوانی 
invAttrCmgtCspi4DagfA

)35(%21)3/48(%29)6/51(%31)3/3(%2)40(%24
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هـاي ژنموتاسـیون در  وسـیله به. کاهش میزان حدت گردید
در پلاسـمیدها ایـن  وسیلهبهت ایجاد حدت صفttrCسکانس 

آلفـونس و همکـاران   . سالمونلا تیفی موریوم به اثبـات رسـید  
سن، ژنتیک و محـیط را فاکتورهـاي اصـلی در میـزان     ) 21(

. نوع میزبان و نـوع بـاکتري دانسـتند   بر اساسحدت باکتري 
طـور بـه دخیل در ویرولانس هايژنپلاسمیدهاي حدت و یا 

باکتري دخـالتی ندارنـد امـا    -نش بین میزبانمستقیم در واک
را کـد  پـروتئین به نـام افکتـور   هاییپروتئینهاژناغلب این 

کـه در واکـنش بـین میزبـان و بـاکتري دخالـت       نماینـد می
تأثیر گذار نقش مهمی در بقـاء هايپروتئینو این نمایندمی

به بررسـی  ) 22(نیکبخت و همکاران . و تکثیر سالمونلا دارند
ساده بـر روي  PCRدر سالمونلاها با روش spi4Dحضور ژن 

متفاوت سالمونلا پرداختند و عنوان گردیـد کـه   هايسروتیپ
مختلـف سـالمونلا   هـاي سویهدر شناسایی توانمیاز این ژن 

مغـایرت دارد و  حاضـر استفاده شود که این یافته بـا مطالعـه   
و حسـنیه . د در نتیجه نـوع نمونـه باشـد   توانمیاین اختلاف 

، invAهايژنشناسایی عنوانبهدر پژوهشی ) 23(همکاران 
ttrC ،mgtC وagfA    در سالمونلا انتریتیـدیس دریافتنـد کـه
جدا شده از منابع هايسویهاز % 90در mgtCو ttrCهايژن

جدا شده از منابع گـاوي وجـود   هايگونهدر % 100انسانی و 
ارتباط بـا  حاضر درتحقیق با مطالعه آنهامقایسه نتیجه . دارد

دهـد مـی نشان invAو ژن ttrC ،mgtCهايژنمیزان شیوع 
ها داراي درصد بـالایی بـوده ولـی از نظـر میـزان      که این ژن

د ناشـی از نـوع نمونـه    توان ـمیفراوانی ارقام متفاوت دارند که 
؛ باشـد ) نمونه بـالینی و دامـی در مقایسـه بـا نمونـه غـذایی      (

منتقله از طریـق  هايسویهستنباط کرد که اتوانمیبنابراین 
غذا داراي فاکتورهـاي حـدت کمتـر و بنـابراین پاتوژنیسـیته      

بدست آمده از نمونـه بـالینی   هايسویهکمتري در مقایسه با 
هايایزولهبا مطالعه بر روي ) 24(و همکاران سوي. باشندمی

داراي هـاي خـوك سالمونلا تیفی موریوم جـدا شـده از بچـه    
هسـتند  invAداراي ژن هاایزولهنشان دادند که همه اسهال

اولیـویرا و  . باشـند مـی ttrCداراي ژن هاایزولهاز % 14و فقط 
سـویه سـالمونلا   102نشان دادند که تمـامی  ) 25(همکاران 

،بودنـد invحاوي ژن تهـاجم  شان، مورد مطالعهانتریتیدیس 
یافـت  هانمونه%2/90در spvCو %2/91در spvRژن حدت 

ژن حـدت  spvRنشـان داد  SPVتحلیل اپـران  و تجزیه . شد
بنـابراین  ؛ نقش جـانبی دارد spvCضروري است در حالی که 

غیـر بیمـاریزا در   spvRتوان نتیجه گرفت نمونه بدون ژن می
و رنجبـر .بیماریزایی خفیف باشدspvCحالی که در نبود ژن 

 ـ   ) 26(همکاران  ه روش در تشخیص سـریع سـالمونلا تیفـی ب
PCR ژن با استفاده ازinvA مواد غذایی، نشان هاينمونهدر

روشـی مناسـب   ،بهینـه شـده  PCRدادند که روش مولکولی 
بیمـاریزاي سـالمونلا تیفـی    هايسویهجهت تشخیص سریع 

هـاي روشروشی جایگزین بـراي  عنوانبهد توانمیو باشدمی
پلاسـمید  هـاي ژنارزیـابی  . رایج و مرسوم به کار گرفته شود

هاي مواد غذایی، آب و خـاك کـه از   ویرولانس در مورد نمونه
-باشـند توصـیه مـی   سالمونلایی مـی هايعفونتمنابع بالقوه 

تـر بـه لحـاظ گـرفتن     جهت حصول نتایج بهتر و واضح. گردد
باندهایی با اندازه و قطرهـاي مسـاوي قبـل از انجـام آزمـون      

PCR از ،DNA آیدبه عملياسپکتروفتومتراستخراج شده .
هـاي ژنبا توجه به اینکه در ایجاد حدت بیمـاري عـلاوه بـر    

ــر هــايژنســایر ) invA(پلاســمید حــدت  ،ttrCدیگــر نظی
mgtC،spi4D وagfAلازم است این ژنهـا نیـز   دخالت دارند

-Mگـردد کـه از روش   توصـیه مـی  . مورد بررسی قرار گیرنـد 

PCRبـاکتري  هـاي پـایش اپیـدمیولوژیک جدایـه   منظـور به
.استفاده گردد

تشکر و قدردانی
گروه ورجانیواحد سیدانشگاه آزاد اسلامازلهیوسنیبد

ابوالفضـل مقـدم و   پاسارگاد مهندسپژوهشی میکروبیولوژي
ه ب ـتشکرانجام طرحدرهمکاريجهتدکتر علیرضا مختاري

.آیدمیعمل
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